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論 文 内容 の 要 旨
背 景
シ ナ プ ス 可 塑 性 とは 、 神 経 細 胞 の 活 動 に依 存 して シ ナ プ ス伝 達 効 率 が 変 化 す る機 構
で あ り、 海 馬 で の長 期 増 強 が挙 げ られ る。 海 馬 苔 状 線 維(MF)℃A3シ ナ プ ス にお い て 、
長 期 増 強 は シナ プ ス 前 終 末 で 起 こ り、 そ の メ カ ニ ズ ム と して エ キ ソサ イ トー シ ス 量 の
増 強(シ ナ プ ス前 性 の 可 塑 性)が 報 告 され て い る。 こ の シ ナ プ ス で はPKCの 活 性 化 に
よ りシナ プ ス の伝 達 効 率 が 大 き く増 大 す る。 シナ プ ス前 性 の 可 塑 性 とPKCの 関連 は 、
セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャー で あ りジア シル グ リセ ロー ル(DAG)の アナ ロ グで あ るβ一フ
ォル ボ ー ル エ ス テル を用 い た研 究 で 報 告 され て い る。 β一フ ォル ボ ー ル エ ス テ ル はDAG
と同様 にPKCのC1ド メイ ンに 結 合 し活性 化 す る こ とで 、シナ プ ス伝 達 を増 強 させ る。
β・フ ォ ル ボ ー ル エ ス テ ル の 主 要 な標 的 分 子 はPKCで あ る が 、 伝 達 効 率 を 調 節 す る
Munc13sのよ うなC1ド メイ ン を持 っ 蛋 白質 も活 性 化 す る こ とが報 告 され て い る。
シ ナ プ ス小 胞 は機 能 的 、形 態 的 な側 面 か ら3つ の小 胞 プ ー ル 、Readilyreleasable
pool(RRP)、Reservereleasablepool(RsvRP)、Restingpoolに区分 され る(図1)。
ま た 、 小 胞 が エ キ ソサ イ トー シ ス に 利 用 で き る か 否 か でReleasablepoo1(RRP+
RsvRP)とRestingpoolに大 別 され る。Restingpoo1は小 胞 の リザ ー バ ー と して 存 在
し、Releasablepoolへの シナ プ ス 小胞 の 供 給 が 可塑 性 の メ カ ニ ズ ム と して提 唱 され て
い るが 、MFシ ナ プ ス前 終 末 で のRestingpoolの存 在 及 び役 割 は 不 明 で あ る。
シナ プ ス 前 終 末 内 にお い て 、神 経 細 胞 の 活 動 に 応 じて シナ プ ス 小 胞 の 動 態 が 変 化 し
て い る(小 胞 ダ イ ナ ミ クス)。多 くの シ ナ プ ス小 胞 を 有 して い るMF-CA3シ ナ プ ス に お
い てRsvRPか らRRPへ の シ ナ プ ス小 胞 の補 充 が 重 要 とな る可 能 性 が 高 い が 、 β一フ ォ
ル ボ ー ル エ ス テ ル 依 存 的 に増 強 して い るの か ど うか は 従 来 の 方 法 で は 解 明 され て い な
い 。
シ ナ プ トフル オ リン(SpH)は、 シ ナ プ ス小 胞 膜 蛋 白質 で あ るVAMP-2のC末 端 側
にpH感 受 性 緑 色 蛍 光 蛋 白質 で あ る フル オ リン を融 合 させ た 小 胞 ダイ ナ ミク スセ ン サ
ー で あ る。SpHは 小胞 の リサ イ ク リン グ に応 じたpH変 化 を感 知 す る こ とで 、小 胞 ダ
イ ナ ミク ス を 可視 化 す る こ とが 出 来 る。 当研 究 室 で は海 馬MFシ ナ プ ス 前 終 末 特 異 的
にSpHが 発 現 して い る トラ ン ス ジ ェ ニ ックマ ウス(TV-42マウス)を 作 製 した。
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目的
MFシ ナ プ ス で は 、シ ナ プ ス小 胞 プ ー ル や 小 胞 ダ イ ナ ミク ス が シナ プ ス 可塑 性 の メカ
ニ ズ ム に 関 与 して い る こ とが 考 え られ る。 以 下 の4つ の仮 説 を検 証 した。
1.MFシ ナ プ ス 前 終 末 に はRestingpoolが存 在 し、β一フ ォル ボ ー ル エ ス テ ル 依 存 的 に
シ ナ プ ス 小 胞 をReleasablepoolへ供 給 して い る。
2.β一フ ォル ボ ー ル エ ス テル 依 存 的 に シナ プ ス 前 終 末 の小 胞 総 数 が増 大 す る。
3.β 一フ ォル ボ ー ル エ ス テ ル 依 存 的 にRsvRPか らRRPへ の シナ プ ス小 胞 の 補 充 が促
進 され る。
4.β・フォ ル ボ ー ル エ ス テ ル の効 果 は、タ ンパ ク 質 リン酸 化 を 含 む カ ス ケ ー ドを 介 して
い る。
方 法
TV-42マウ ス の 海 馬 急 性 ス ラ イ ス を 作 製 し 、共 焦 点 顕 微 鏡 下 でSpHを 発 現 し て い る
単 一 のMFシ ナ プ ス 前 終 末 を 同 定 し た 。 電 気 刺 激 を 与 え 、 活 動 依 存 的 なSpHの 蛍 光 変
化 を 光 学 測 定 した 。V-typeH+-ATPase阻害 剤 で あ る パ フ ィ ロ マ イ シ ンA1存 在 下 で の
繰 り返 し電 気 刺 激 か らReleasablepoo1に相 当 す るSpHの 蛍 光 変 化 を 、 ア ン モ ニ ウ ム
イ オ ン の 添 加 でRestingpoo1に 相 当 す る 蛍 光 変 化 を 測 定 し(ア ル カ リ トラ ップ 法)、
MFシ ナ プ ス 前 終 末 で のRestingpoolとReleasablepoo1の割 合 を 調 べ た 。 β一フ ォ ル ポ
ー ル エ ス テ ル と してphorbol12
,13・diacetate(PDAc)を使 用 し、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル に は4α 一phorbo1を使 用 した 。PDAc、4α 一phorbol処理 に お い て もRestingpoolと
Releasablepoolの割 合 を 調 べ た 。 パ フ ィ ロ マ イ シ ンA1存 在 下 で の 繰 り返 し電 気 刺 激
に よ るSpHの 蛍 光 の 増 大 か らhalfrisetimeを求 め 、PDAc、4α 一phorbol処理 に よ る
シ ナ プ ス 補 充 速 度 を 比 較 した 。ATP結 合 部 位 に 競 合 しPKCを 阻 害 す るStaurosporine
存 在 下 でPDAc処 理 前 後 で のSpHの 応 答 変 化 を 計 測 し た 。
結 果
SpHの 原 理 か ら 、活 動 依 存 的 な シ ナ プ ス 小 胞 の エ キ ソ サ イ ト・一.・・iシス に よ りSpHの 蛍
光 強 度 が 上 昇 し 、 そ の 後 の エ ン ドサ イ トー シ ス 及 び 再 酸 性 化 に よ り蛍 光 強 度 が 減 少 す
る。MFシ ナ プ ス 前 終 末 で の シ ナ プ ス 小 胞 プ ー ル を 調 べ た 。Releasablepoo1の大 き さ
の 分 布 は 、27～97%の 範 囲 で 個 々 の 終 末 で ば ら っ い て い た 。 平 均 のReleasablepool
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の 占 め る 割 合 は64±4%(n=33)で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、Releasablepoo1
とRestingpoolの異 な る 小 胞 プ ー ル が 存 在 し、 個 』々の 終 末 で 小 胞 プ ー ル の 大 き さ は 異
な る こ とが 示 唆 され る 。
PDAc依 存 的 に シ ナ プ ス 小 胞 プ ー ル の 割 合 が 変 化 す る か ど う か 調 べ た 。PDAc処 理 で
の 平 均 のReleasablepoo1の大 き さ は70±2%(n=46)で 、40rphorbol処理 し た 終
末 の 大 き さ(65±2%、n=44)と 比 べ 、 有 意 に 大 き か っ た 。 一 方 、PDAc、4α 一phorbol
処 理 前 後 で の シ ナ プ ス 前 終 末 内 の 全 体 の 小 胞 プ ー ル の 大 き さ は 変 化 し な か っ た(PDAc;
0.99±0.04,n=23、4α一phorbo1;1.03±0.06,n=27)。こ れ ら の 結 果 か ら、PDAc
依 存 的 に シ ナ プ ス 小 胞 がRestingpoolか らReleasablepoolへ小 胞 が 移 動 し 、
Releasablepoolが増 大 した こ と を 示 す 。 さ ら にRsvRPか らRRPへ の シ ナ プ ス 小 胞 の
補 充 速 度 の 増 大 を 調 べ た 。PDAc処 理 で の シ ナ プ ス 小 胞 の 補 充 速 度(halfrisetime)
は10.6±0.8s(n=41)で あ り 、4α一phorbol処理 時 の132±0.5s(n=46)よ り も
有 意 な 差 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、PDAc依 存 的 にRsvRPか らRRPへ の シ ナ プ
ス 小 胞 の 補 充 速 度 が 増 大 し た こ と が 示 され る。
PDAc依 存 的 シ ナ プ ス 伝 達 増 強 の 分 子 カ ス ケ ー ドを 調 べ た 。タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 を 含
む カ ス ケ ー ドの 関 与 を 検 証 す る た め 、PKC,PKA,CaMKIIな ど の タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ
阻 害 剤 と し てStaurosporineを用 い てSpHの 蛍 光 変 化 をPDAc処 理 前 後 で 比 較 し た 。
Staurosporine存在 下 で は 、PDAc処 理 に よ るSpHの 蛍 光 変 化 は み られ な か っ た 。PDAc
依 存 的 なReleasablepoolの割 合 の 増 大 と シ ナ プ ス 小 胞 補 充 速 度 の 増 強 は 、タ ン パ ク 質
リ ン 酸 化 を 含 む カ ス ケ ー ドを 介 し て い る こ とが 示 唆 され る 。
考 察
本 研 究 に よ り、MF-CA3シナ プ ス で の セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャーDAGの ア ナ ロ グで あ
るβ一フ ォル ボ ール エ ステ ル 依 存 的 な シ ナ プ ス 伝 達 増 強 メ カ ニ ズ ム と して 、1)Resting
poolからの シ ナ プ ス 小 胞 供 給 に よ るReleasablepoo1の増 大 、2)RsvRPか らRRPへ
の シナ プ ス 小 胞 の 補 充速 度 の 増 大 が示 唆 され た。 さ らにMFシ ナ プ ス前 終 末 か らエ キ
ソサ イ トー シ ス に利 用 で きな いRestingpoolを初 めて 同定 し、 これ ま で提 唱 され て き
たRestingpoo1がシナ プ ス小 胞 の リザ ー バ ー で あ り、 シナ プ ス の 可 塑 性 に 関 与 す る こ
とを示 した 。 これ らの メカ ニ ズ ムは 、 シナ プ ス 可 塑 性 に伴 っ た 伝 達 効 率 の 増 大 及 び 維
持 の た め に働 く こ とが 考 え られ る。
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論文審査結果の要旨
シナ プ ス小 胞 は機 能 的 、形 態 的 な 側 面 か ら3つ の小 胞 プ ー ル 、(Readilyreleasablepoo1
(RRP)、Reservereleasablepool(RsvRP)、Restingpoo1に区分 され る。 また、小胞 がエ キ ソ
サイ トー シスに利 用 できるか否 かでReleasablepoo1(RRP+RsvRP)とRestingpooユに大別 され
る。Restingpoo1は小胞 の リザー バー として存在 し、Releasablepoolへのシナ プス小胞 の供給
が可塑 性の メカニズム として提 唱 され てい るが 、 これ を検 証 した研 究 はない。本研 究 は、 これ を
マ ウス海 馬 の 苔 状 線 維 一CA3シ ナ プ ス に お い て研 究 した。 シナ プ ス小 胞 タ ンパ ク質 の 一 つ
synaptobrevin/V酬P-2のC一末 にpH感 受性GFP改変 タンパ ク質 のpHluorinを配 した融 合 タンパ ク
質 は、 シナ プ トフル オ リン とよばれ てい る。 シナ プ トフル オ リンは、 シナ プス小胞 の動態 を、そ
の蛍 光強度 の変化 として リポー トす る。 著者 は、 シナプ トフル オ リン を海馬 苔状線維 シナ プス前
終末特異 的に発現す る トランスジェニ ックマ ウスTV-42を用い 、急1生海馬 スライス 中の個 々の終
末にお けるシナ プス小胞 の動態 を計測 した。 苔状線維 一CA3シナプ スにおい ては、脂質セ カ ン ドメ
ッセ ンジ ャー の一つ ジアシル グ リセ ロール の アナ ログ物質 のβ一フォル ボルエ ステル に よるシナプ
ス伝 達増強が20年 以上前 か ら知 られ ていた。 β一フォル ボル エステルは、C1ドメイ ンを有す る受容
体 に結合 し、 シナプス前 終末か らの開 口放 出 を促 進す る こ とが 示唆 され るが 、その メカニ ズムの
詳 細 は 明 らか に され てい ない。 著者 は、餅 フォル ボル エ ステル が シナ プス小 胞動 態 に作 用 し、
RsvRPからRRPへの小胞 の供給 を促進 してい る とい う仮説 を検証 した。本研 究の結果は、以 下の4
点 に要約 でき る。(1)β一フォル ボル エ ステ ル は、小胞 の リサイ クル に影 響 しなか った。(2)匠
フォル ボルエ ステル は、シナプ ス前 終末の小胞総数 に影響 しなか った。(3)β一フォル ボル エステ
ル は 、Releasablepoolの比 率 を増 加 させ た。相 反 的 に 、restingpoolの比 率 を減 少 させ た。
(4)6一フォル ボルエ ステル は、RsvRPからRRPへの小胞移動 速度 を促進 した。
本研 究に よ り、シナ プス小胞 の動態 がβ一フォル ボル エステル によ り可塑的 に変動す る こ とが、
世界 に先駆 けて立証 され た こ との意義 は大 きい。 本研 究の成果 は、記憶 の容 量を大 き くす るメカ
ニズ ムを説明す るもの と して 、重 要 にな るこ とが予想 され る。本 研究論 文は 、定量的 、論理的 に
構成 されてお り、得 られ た知見 に高 い新規性 が認め られ る。
したがって 、 自立 して研 究活動 を行 うに必要 な高度 の研 究能力 と学識 を有す るこ とを示 してい
る。 したがって,引 間卓弥提出 の論 文は,博 士(生 命科 学)の 博士論文 として合格 と認 め る。
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